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Diplodia sapinea on laialt levinud patogeen, mis lisaks puidu sinetuse tekitamisele nakatab 
käbisid, võrseid, okkaid ja juuri. Käesoleva töö eesmärgiks oli isoleerida Itaaliast, Serbiast, 
Gruusiast ja Kanadast Diplodia spp. proovid, testida kahe liigispetsiifilise PCR 
praimeripaari töökindlust, tuvastada isoleeritud patogeenide liigid ning määrata D. sapinea 
paarumistüübid.  
Kokku õnnestus 133-lt Diplodia spp. nakkusega käbilt isoleerida 111 patogeeni 
puhaskultuuri. Töös kasutatud praimerite paarid DiSapiF ja DiSapiR ning BotR ja DpF 
praimerid määrasid kumbki ühe negatiivse proovi, mis tegelikult oli sihtpatogeen. Lisaks 
määras DiSapi praimeripaar positiivseks ühe D. scrobiculata tüve. Seejuures välistasid 
praimerid Botryosphaeria dothidea ja Massarina igniaria tüved. DiSapi praimeripaar 
võimaldas korrektselt määrata 98,20% ning BotR ja DpF parimeripaar 99,09% 
seenetüvedest. Lisaks selgus, et nii Kanadas, Serbias kui ka Gruusias jagunesid statistiliselt 
paarumistüübid võrdselt, vaid Itaalia isolaatide puhul oli enam levinud paarumistüüp 
MAT2. Töö kokkuvõttena selgus, et antud tulemuste põhjal on D. sapinea määramisel 
töökindlam BotR ja DpF praimeripaar. 
Märksõnad: Diplodia pinea, Shpaeropsis sapinea, paarumistüübid, liigispetsiifilised PCR 
praimerid 
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Diplodia sapinea is a wide spread pathogen that infects cones, shoots, needles, roots and 
may even cause blue stain. The goals of the bachelor’s thesis were to isolate pathogens 
from Diplodia spp. samples from Italy, Serbia, Georgia and Canada, to test two species-
specific primer pairs reliability, identify species of isolated pathogens and to determine D. 
sapinea mating-types. Present bachelor’s thesis is also contribution to population analysis 
of D. sapinea of northern hemisphere.  
There isolation resulted with 111 pure culture out of 133 cones with Diplodia spp. infection. 
Both used primer pairs DiSapiF, DiSapiR and BotR, DpF resulted both with one negative 
result for a target pathogen. In addition, DisapiF and DiSapiR primer pair determined D. 
scrobiculata as a D. sapinea. At that, primers resulted correctly negatively to 
Botryosphaeria dothidea and Massarina igniaria. DiSapi primer pair was able to determine 
pathogens with 98,20% and BotR, DpF primer pair with 99,09% accuracy. Besides that, in 
Canada, Serbia and Georgia mating-types divided statistically equally. Only in case of 
Italian isolates there were dominating mating-type MAT2. In conclusion, more reliable 
primer pair to determine D. sapinea was BotR, DpF. 
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Diplodia sapinea on üldlevinud haigustekitaja enam kui 30 okaspuu perekonnal, neist kõige 
vastuvõtlikumad on just männid (Pinus) (Sinclair, Lyon 2005). Patogeen on oma areaali 
järjest põhja poole nihutanud, näiteks võib tuua Baltikumi ja Fennoskandia (Adamson 2017; 
Oliva et al. 2013). Üheks peamiseks patogeenide levimise põhjuseks peetakse globaalset 
kaubandust (Anderson et al. 2004; Sturrock et al. 2011) ja kliima muutusi (Woods et al. 
2005). D. sapinea on kottseen ja just Santini et al. (2013) järgi see seenerühm on enam 
näidanud üles invasiivsust võrreldes näiteks kandseentega.  
Taimede impordi juures on äärmiselt oluline tuvastada patogeenid enne kui istutusmaterjal 
jõuab müüki. Sageli on seda keeruline teha, kuna istikutel puuduvad tihti igasugused välised 
haigussümptomid. See aga ei tähenda, et taimed ei võiks olla patogeeni kandjad. Näiteks 
eelpool nimetatud patogeenile on omane latentne faas, mis tähendab seda, et seen elab 
taimekudedes, tekitamata ühtegi sümptomit. Sellistel puhkudel on olulised molekulaarsed 
ehk DNA põhised meetodid patogeeni tuvastamisel. Näiteks, liigispetsiifilised praimerid 
suudavad tuvastada patogeene ka asümptomaatilistest proovidest. Selleks, et välja töötada 
õige praimer on neid vaja testida erinevatest geograafilistest piirkondadest pärit isolaatide 
peal. 
D. sapinea levik on oluliselt suurenenud (Stanosz et al. 2005) ning seega on oluline teada 
haigustekitaja omadusi, et siis patogeeni levikut ohjata. Üheks tööriistaks patogeenide 
populatsioonide hindamisel on populatsioonigeneetika, mis pakub võimalusi tema 
levikuteede määratlemiseks, asurkonna elujõulisuse ning uute ja virulentsemate tüvede 
hindamiseks jne (McDonald, Linde 2002). Seente populatsioonigeneetika juurde kuulub ka 
paarumistüüpide määramine ning nende levik populatsioonis, mis annab võimaluse hinnata, 
kas antud seen paljuneb pigem suguliselt või suguta arengujärgu eostega. 
Käesoleva töö teemaks on Diplodia sapinea leviku uurimine Kanadas, Gruusias, Serbias ja 
Itaalias, nendest maadest pärinevate isolaatide peal pole veel Eestis disainitud uusi 
praimereid (DiSapiR ja DiSapiF) testitud ega võrreldud juba avaldatud praimeritega. Samas 
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on oluline antud piirkondade geneetilise info lisamine tulevasse populatsioonianalüüsi, 
hindamaks patogeeni levikuteid põhjapoolkeral.  
 
Eelnevast johtuvalt on antud töö eesmärgid järgmised: 
1. isoleerida puhaskultuuri Itaaliast, Serbiast, Gruusiast ja Kanadast kogutud Diplodia 
spp. nakkusega proovid; 
2. testida kahe liigispetsiifilise praimerite paari BotR ja DpF ( Smith, Stanosz 2006) 
ning DiSapiF ja DiSapiR (Riit 2014) töökindlust antud isolaatide peal; 
3. tuvastada isoleeritud patogeenide liigid ning määrata D. sapinea paarumistüübid; 
4. panustada isoleeritud patogeeni populatsioonidega Põhja-poolkera hõlmavasse 
populatsioonianalüüsi.  
Autor avaldab tänu oma juhendajatele Kalev Adamson’ile ja Rein Drenkhan’ile labortööde 























1. KIRJANDUSE ÜLEVAADE 
 
Diplodia sapinea on laialdase levikuga patogeen, mida võib leida pea kõikidest riikides, kus 
mände (Pinus) kasvab ja kasvatatakse väljaspool algupärast keskkonda (Burgess, Wingfield 
2002). D. sapinea põhjustab võrse-vähki, puu kuivamist, puidusinetust, tipust algavat puu 
suremist (Palmer et al. 1987; Swart, Wingfield 1991; Stanosz et al. 2005), juurtehaigusi 
(Wingfield, Knox-Davies 1980) ning juurekaela mädanikku (Waterman 1943; 
Punithalingam, Waterson 1970). Haigustunnuseid on leitud ligi viiekümnel männi (Pinus) 
liigil, kuid D. sapinea võib nakatada ka ebatsuugat (Peseudotsuga), kuuske (Picea), lehist 
(Larix), nulgu (Abies) (Sinclair, Lyon 2005). Tavapäraselt siseneb patogeen taime läbi 
vigastatud koha ning hakkab kiiresti arenema, põhjustades lõpuks taime surma. Küll aga ei 
pruugi D. sapinea latentses faasis mingeid sümptomeid põhjustada. Seda on täheldatud 
näiteks musta männi (Pinus nigra), hariliku männi (P. sylvestris) ja vaigumänni (P. resinosa) 
puhul (Stanosz et al. 1997; Flowers et al. 2001). 
Diplodia sapinea globaalset levikut on seostatud ulatusliku patogeenile vastuvõtlike 
männiliikide istutamisega uutele aladele (Piou et al. 1991; Stanosz et al. 2001). Lisaks 
mõjutab leviku kiirust ja intensiivsust ka peremeestaim, talvised temperatuurid ning suvised 
sademed (Fabre et al. 2011). Hetkel on teada, et patogeenile kõige vastuvõtlikumad 
taimeosad on just käbid (Peterson 1977). 
Euroopas avastati D. sapinea looduslikult saprofüüdina esimest korda 19. sajandil, kuid 
alates 1980. aastate lõpust on levik oluliselt laienenud (Piou et al. 1991). Esmakirjeldus 
Euroopas oli Desmarierese linnas Prantsusmaal 1842. aastal (De Wet et al. 2003). Hetkel on 
teada, et D. sapinea on Lõuna-poolkeral üks enim imporditavaid patogeene männimetsades 
(Slippers, Wingfield 2007). Näiteks Euroopas toodi eelmisel sajandil Itaaliasse massiliselt 
musta mändi (Pinus nigra), eesmärgiga ära hoida maapinna erosiooni põllumajandusmaadel 
ning seejuures pandi mände (P. nigra) kasvama aladele, millel on halvad füüsikalised, 
keemilised või klimaatilised näitajad (Maresi et al. 2002; Wolynski et al. 2004). 
Põhja-Itaalias on täheldatud D. sapinea laialdast levikut mustal männil (P. nigra) (Capretti 
1956; Frigimelica et al. 2001; Feci et al. 2002; Maresi et al. 2002), mis toodi nendele aladele 
erosiooni vältimiseks (Maresi et al. 2002; Wolynski et al. 2004). Seetõttu on ka D. sapinea 
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uurimine sealse keskkonna suhtes väga oluline (Maresi et al. 2002; Wolynski et al. 2004). 
Kõige olulisem on seenpatogeeni mõju Trentino provintsis, kus musta männi istanduste 
pindala on ligi 12 000 ha (Capretti 1956; Eccel et al. 2002; Feci et al. 2002; Maresi et al. 
2002). Enim on D. sapinea levik suurenenud aladel, mis pole musta männi tavapärased 































Antud töö algandmed on kogutud 2016. ja 2017. aasta kevadel ja suvel Kanadast Niagara 
joa ja Hamiltoni linna lähedalt, Serbiast Novi-Sadi linna lähistelt, Gruusiast Telavi ning 
Ikalto linnade lähedalt ja Itaaliast Viterbo linna lähistelt. Kogutud käbid pärinesid peamiselt 
mustalt männilt (Pinus nigra), lisaks ka vaigumännilt (P. resinosa) ja harilikult männilt (P. 
sylvestris) (Tabel 1). Erinevatest paikadest koguti igalt sümptomitega puult üks käbi. Iga 
käbi koguti eraldi kilekotti ning märgistati puuliigi ja koordinaatidega. Proove säilitati -20 
 ̊C juures.  
 









Kanada Pinus nigra 07.05.2017 24 43.066087 -79.067287 
Kanada P. nigra 07.05.2017 6 42.833582  -80.446162 
Kanada P. resinosa 07.05.2017 14 42.833582 -80.446162 
Kanada P. sylvestris 08.05.2017 1 42.833582 -80.446162 
Serbia P. nigra 17.03.2017 8 45.330277  19.873333 
Serbia P. sylvestris 17.05.2016 5 45.333055  19.864444 
Serbia P. sylvestris 17.05.2016 1 45.301666  20.035833 
Serbia P. nigra 17.05.2016 2 45.348611  19.867222 
Serbia P. nigra 17.05.2016 10 45.253333   19.977555 
Serbia P. nigra 17.03.2016 4 45.276666  19.971944 
Gruusia P. nigra 04.04.2017 4 41.919086   45.508758 
Gruusia P. nigra 04.04.2017 3 41.937253   45.380606 
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Gruusia P. nigra 05.04.2017 6 41.921552   45.501067 
Gruusia P. nigra 05.04.2017 5 41.908291   45.473124 
Gruusia P. nigra 04.04.2017 12 41.920120   45.456303 
Gruusia P. nigra 04.04.2017 10 41.911311   45.466944 
Itaalia P. nigra 23.11.2016 18 42.391010   12.180335 
 
 
2.2 DNA eraldamine ja PCR analüüsid 
 
Kogutud käbidelt otsiti võimalikke Diplodia spp. viljakehi ning neist isoleeriti patogeen 
puhaskultuuri. Esmalt puhastati käbid 96% etanooliga. Seejärel valiti 6 viljakeha, mis viidi 
virdeagarile (MEA), kolm viljakeha ühe söötmega Petri tassi kohta. Seejärel veeretati 
viljakeha mööda söötme pinda, et eralduksid eosed. Esmakultuure inkubeeriti 
toatemperatuuril umbes 7 päeva. Peale seda külvati kasvama läinud morfoloogiliselt 
Diplodia spp. tunnustega kultuurid ümber ning inkubeeriti kultuure toatemperatuuril ca 2 
nädalat. Seejärel koguti kultuurist umbes 0,05 g mütseeli ning lisati 2 ml MCT tuubidesse. 
Kuni DNA eraldamiseni hoiti proove -20  ̊C juures.  
 
2.2.1 DNA eraldamine 
 
DNA eraldamiseks lisati seene mütseeliga tuubidesse 10-15 2,0 mm läbimõõduga metallist 
kuuli ning purustati homogenisaatoril (Retsch MM400, Saksamaa). See järel eraldati DNA 
Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA Purification Kit-iga (Thermo Fisher Scientific, 
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2.2.2 Liigispetsiifiline PCR ja geel elektroforees 
 
PCR analüüsi käigus kasutati Diplodia sapinea liigispetsiifilisi praimereid BotR (5’-
GCTTACACTTTCATTTATAGACC-3’) ja DpF (5’-
CTTATATATCAAACTATGCTTTG-TA-3’) (Smith, Stanosz 2006) ning DiSapiF ja 
DiSapiR (Riit 2014). Nii PCR segude valmistamisel kui ka termotsükleris järgiti 
originaalautorite poolseid protokolle. Saadud tulemusi kontrolliti 1% agaroosgeelis, mida 
elektrofreesiti 75 V pinge juures 50 minutit. DNA olemasolu tehti kindlaks UV-kiirte abil 
transilluminaatoris. Saadud geelpilti vaadati ja töödeldi programmi Quantum (Vilber 
Lourmat SAS, Prantsusmaa) abil.  
 
2.2.3 ITS piirkonna sekveneerimine 
 
Liigi täpseks määramiseks DNA järjestuse alusel, sekveneeriti proove kasutades praimerit 
ITS5 (5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) (White 1990). PCR produktid saavutati 
enne sekveneerimist praimeritega ITS1F (5’-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3’) 
(Gardens, Bruns 1993) ja ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (White 1990). ITS-
PCR puhul järgiti praimerite autoritepoolseid protokolle. Proovid sekveneeriti Eesti 
Biokeskuses, Tartus. Saadud järjestusi töödeldi programmiga BioEdit. Liigi tuvastamiseks 
võrreldi tulemusi rahvusvahelises geenipangas The National Center for Biotechnology 
Information (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) olevate järjestustega.  
 
2.3 Paarumistüüpide määramine 
 
Genotüüpe, mis on võimelised suguliselt paljunema, nimetatakse paarumistüüpideks. Antud 
proovide paarumistüüpide määramiseks kasutati MAT-TYPE praimerite paare DIPM1F ja 
DIPM1R ning DIPHMGF (5’-ACAAAGTTCAGCGGAGCG-3’) ja DIPHMGR (5’-
CCTCCGCAGGTCACTCAT-3’) (Bihon et al. 2014). Termotsükleri protokoll ja PCR 
segud valmistati vastavalt autoripoolsetele protokollidele. 
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2.4 Statistiline analüüs 
Kontrollimaks, kas isoleeritud populatsioonides paarumistüüpide suhe erineb 1:1 suhtest, 





























Töös õnnestus haigustekitajaid isoleerida puhaskultuuri Kanadast 38, Serbiast 30, Gruusiast 
30 ja 13 tüve Itaaliast (Tabel 2).  
 
Tabel 2. Sümptomaatiliste proovide ja patogeeni isolaatide arvud päritoluriikide ja 
peremeestaimede kaupa 
Päritolu riik Peremeestaim Proovide arv Isolaatide arv Paarumistüüp 
määramata* 
Kanada Pinus nigra 30 30 0 
Kanada P. resinosa 14 8 3 
Kanada P. sylvestris 1 0 0 
Serbia P. nigra 24 24 0 
Serbia P. sylvestris 6 6 1 
Gruusia P. nigra 40 30 0 
Itaalia P. nigra 18 13 0 
*Kõiki paarumistüüpe ei õnnestunud paarumistüüpide praimerite abil määrata. 
 
3.1 Diplodia sapinea liigispetsiifiliste praimerite võrdlus 
 
Kasutatud praimeritest DiSapiF ja DiSapiR (Riit 2014), võimaldasid õigesti tuvastada 
98,20% analüüsitud isolaatidest, jättes see juures tuvastamata ühe Kanada päritolu D. 
sapinea tüve (DNA ID 12856), kuid pakkus vale positiivse tulemuse Diplodia scrobiculata-
le (DNA ID 12855) (Lisa 1). BotR ja DpF (Smith, Stanosz 2006) praimerid võimaldasid 
99,09% õiget patogeeni tuvastamist, jättes samuti ühe Serbiast pärit tüve D. sapinea-d 
tuvastamata (DNA ID 12864) (Lisa 2), kuid diskrimineeris samast seenperekonnast väga 
lähedase patogeeni D. scrobiculata (Tabel 3). Itaalia puhul määrasid mõlemad 
praimeripaarid võrdselt korrektselt patogeene (Lisa 4). 
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Mõlemad praimeripaarid diskrimineerisid Botryosphaeria dothidea (DNA ID 12955) (Lisa 
3) ja Massarina igniaria (DNA ID 12876) tüved, mis on DNA järjestuse poolest väga 
sarnased D. sapinea-ga. Seega mõlemad praimeripaarid töötasid samaväärselt, jättes kumbki 
tuvastamata ühe praimeri sihtpatogeeni tüve. Sellegi poolest võib välja tuua veidi kehvema 
tulemuse DiSapiF ja DiSapiR (Riit 2014), mis andis vale positiivse tulemuse D. 
scrobiculata-le.  
Määramisel kindlaks tehtud Botryosphaeria dothidea-d on samuti sarnaselt D. sapinea-le 
leitud väliselt tervetelt puudel endofüüdina, mis siis peremeestaimele ebasoodsates 
tingimustes kiirelt arenema hakkab (Stanosz et al. 2005). 
 
Tabel 3. Kahe Diplodia sapinea liigispetsiifilise praimeripaari negatiivsed- ja erinevad 
liigimäärangud 






12855 - + Diplodia 
scrobiculata 
12856 + - D. sapinea 
12864 - + D. sapinea 
12876 - - Massarina iginaria 
12955 - - Botryosphaeria 
dothidea 
 
3.2 Diplodia sapinea paarumistüüpide levik 
 
Paarumistüüpide praimer võimaldas paarumistüüpe määrata 73st isolaadist 69. Mõlemad 
paarumistüübid on levinud kõikides analüüsitud neljas populatsioonis (Tabel 4). Seetõttu 
võib arvata, et kõigis uuritud piirkondades on D. sapinea suguline paljunemine ja seega uute 
geneetiliste tüvede tekkimine võimalik. 
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Kanada 38 20 14 0,392 
Serbia 30 13 15 0,851 
Gruusia 30 9 20 0,061 
Itaalia 13 2 11 0,022 
Euroopa kokku 73 24 46 0,012 
 
Testi tulemusest selgus, et statistiliselt on kahe paarumistüübi jagunemine võrdne nii 
Kanada, Serbia kui ka Gruusia isolaatide puhul (Tabel 4). Itaalia isolaatide puhul on p-
väärtus väiksem kui 0,05 ehk paarumistüübid ei jagune võrdselt ning enam levinud on 
paarumistüüp MAT2. Ka kogu Euroopa riikide tulemused liites selgus MAT2 paarumistüübi 





















Testides kahe Diplodia sapinea liigispetsiifilise praimeri töökindlust, selgus, et BotR ja DpF 
(Smith, Stanosz 2006) ning DiSapiF ja DiSapiR (Riit 2014) andsid proovi puhul kumbki ühe 
negatiivse tulemuse, mis tegelikult oli uuritav patogeen. Proovid, kus praimerid tuvastasid 
negatiivseid tulemusi, sekveneeriti ning määrati DNA järjestuse põhjal vastavad liigid. 
Mõlemal juhul leiti, et määratud tüvi on siiski D. sapinea, kuigi mõlemad praimerid 
määrasid siiski isolaadi negatiivseks. Samuti määras DiSapiF ja DiSapiR (Riit 2014) 
praimerid D. scrobiculata tüve positiivseks. See on tingitud aga sellest, et D. sapinea ja D. 
scrobiculata on sarnase DNA järjestusega (Phillips et al. 2013).  
Sarnaselt antud tööle, on DiSapiF ja DiSapiR (Riit 2014) ning BotR ja DpF (Smith, Stanosz 
2006) praimeripaaride töökindlust testinud oma töös ka Reelika Kalder. Eesti puhul selgus, 
et kahe liigispetsiifilise praimeri võrdluses oli D. sapinea määramisel töökindlam DiSapi 
praimeripaar ning sama praimeripaar andis Kaug-Ida puhul lausa 87% negatiivseid 
väärtuseid (Kalder 2015). Käesolevas töös näitas Kanada, Serbia, Gruusia ja Itaalia puhul 
paremat töökindlust BotR ja DpF praimeripaar, mis on tingitud DiSapiF ja DiSapiR 
parimeripaari eesmärgist tuvastada just Eestis D. sapinea patogeen (Riit 2014).  
Lisaks tuvastasid mõlemad praimerid korrektselt negatiivseks kaks D. sapinea-st erinevat 
tüve, mis määrati sekveneerides Gruusia puhul Botryosphaeria dothidea-ks ja Serbia puhul 
Massarina igniaria-ks. B. dothidea on sarnaselt D. sapinea-le samuti üldlevinud patogeen 
ning võib esineda latentses faasis sümptomiteta (Slippers, Wingfield 2007).  
Lisaks on Gruusia Telavi linna mustade mändide (Pinus nigra) tervislik seisund väga halb 
(K. Adamson, suulised andmed). Antud juhul peeti peamiseks põhjuseks puude tervisliku 
seisundi hindamisel D. sapinea-d, kuid ühtlasi võib olla üheks võrsete suremise põhjuseks 
ka Botryosphaeria dothidea. Samuti ei saa välistada ka kahe patogeeni kompleks mõju linna 
puudele.  
Paarumistüüpe täpse hüpoteeside testiga uurides selgus, et paarumistüübid ei jagunenud 
võrdselt vaid Itaalias, kus P-väärtus oli 0,022. Nii Kanadas, Gruusias kui ka Serbias jäi antud 
väärtus 0,05-st kõrgemale. Kuigi Euroopa riikide puhul kokku oli arvuliselt levinum MAT2 
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paarumistüüp, näitas statistiline test ebavõrdset paarumistüüpide jagunemist vaid Itaalias. 
Kanada isolaatide puhul oli arvukam MAT1 paarumistüüp, kuid statistiline test seda ei 
kinnitanud (Tabel 4).  
Nii Euroopas kui ka Kanadas oli D. sapinea paarumistüüpide analüüs esmakordne, olles osa 


































Käesolevas töös uuriti Diplodia sapinea levikut Kanadas ja Euroopas, täpsemalt Gruusias, 
Serbias ja Itaalias. Diplodia spp. nakkusega käbidelt (N=133) isoleeriti patogeenid 
puhaskultuuri (N=111) ning seejärel selgitati välja nende paarumistüübid. Lisaks testiti 
kahte liigispetsiifilist praimerit isoleeritud tüvede peal, selgitamaks välja nende töökindlust.  
Kahe praimeri võrdluses ei tuvastanud BotR ja DpF (Smith, Stanosz 2006) ega DiSapi (Riit 
2014) kumbki ühte D. sapinea isolaati Kanadast. Lisaks andis DiSapi (Riit 2014) vale 
positiivse tulemuse D. scrobiculata puhul. Kokkuvõtteks võib öelda, et DiSapi (Riit 2014) 
praimeripaar on mõneti kehvem D. sapinea tuvastamiseks, kuna võib anda valesid 
positiivseid tulemusi.  
Paarumistüüpidest leidus kõikides uuritud populatsioonides mõlemaid paarumistüüpe, seega 
suguline paljunemine on tõenäoline. Täpsemalt uurides selgus, et Kanadas, Serbias ja 
Gruusias jagunevad paarumistüübid statistiliselt võrdselt, statistiliselt tõestati ebavõrdset 
jagunemist vaid Itaalia populatsioonis. Euroopa riikides kokku oli statistiliselt oluliselt 
levinum MAT2 paarumistüüp. Seevastu oli Kanada isolaatide puhul levinum MAT1 
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Lisa 1. Kanada isolaatide PCR analüüsi tulemused Riit (2014) ja Smith & Stanosz (2006) 
praimeritega. 
DNA ID DpF ja BotR DiSapiF ja DiSapiR Paarumistüüp 
12644 + + 2 
12645 + + 2 
12665 + + 1 
12853 + + 1 
12854 + + 1 
12652 + + 1 
12651 + + 1 
12650 + + 2 
12649 + + 2 
12648 + + 1 
12647 + + 2 
12646 + + 2 
12653 + + 2 
12654 + + 1 
12655 + + 1 
12656 + + 1 
12657 + + 2 
12658 + + 1 
12659 + + 2 
12660 + + 1 
12661 + + 1 
12662 + + 2 
12663 + + 1 
12848 + + ND 
12849 - + ND 
12850 + + ND 
12851 + + 2 
12664 + + 1 
12666 + + 1 
12667 + + 1 
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 Lisa 1 järg 
DNA ID DpF ja BotR DiSapiF ja DiSapiR Paarumistüüp 
12668 + + 2 
12852 + + 1 
12855 - + 1 
12856 + - 1 
12857 + + 2 
12858 + + 2 
12859 + + 1&2 
12860 + + 1 
12861 + + 1 
12862 + + 1 
12863 + + 1 
12864 - + 1 
12865 + + 2 
12866 + + 1 
12867 + + 2 
12868 + + 2 
12869 + + 2 
12870 + + 1 
12871 + + ND 
12872 + + 1 
12873 + + 1 
12874 + + 1 
12875 + + 2 
12876 - - ND 
12933 + + 1 
12934 + + 2 
12877 + + 2 
12878 + + 1 
12879 + + 1 
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Lisa 1 järg 
DNA ID DpF ja BotR DiSapiF ja DiSapiR Parumistüüp 
12880 + + 2 
12881 + + 2 
12882 + + 2 
12935 + + 2 
12936 + + 2 
12883 + + 2 
12884 + + 2 
12937 + + 2 
12938 + + 1 
12939 + + 2 
12940 + + 1 
12941 + + 2 
12942 + + 1 
12943 + + 2 
12944 + + 2 
12945 + + 2 
12046 + + 1 
12947 + + 1 
12948 + + 2 
12949 + + 1 
12950 + + 2 
12951 + + 1 
12952 + + 1 
12953 + + 2 
12954 + + 2 
12955 - - ND 
12956 + + 2 
12957 + + 2 
12958 + + 2 
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Lisa 1 järg 
DNA ID DpF ja BotR DiSapiF ja DiSapiR Paarumistüüp 
12959 + + 1 
12960 + + 2 
12961 + + 2 
12962 + + 2 
12963 + + 2 
12964 + + 2 
12965 + + 2 
12966 + + 2 
12967 + + 2 
12968 + + 1 
12969 + + 2 
12970 + + 2 
12971 + + 2 
12972 + + 1 
12973 + + 1 
12974 + + 2 
12975 + + 2 
12976 + + 2 
12977 + + 2 
12978 + + 2 
12979 + + 2 
12980 + + 2 
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Lisa 2. Serbia isolaatide PCR analüüsi tulemused Riit (2014) ja Smith & Stanosz (2006) 
praimeritega. 
DNA ID DpF ja BotR DiSapiF ja 
DiSapiR 
Paarumistüüp 
12860 + + 1 
12861 + + 1 
12862 + + 1 
12863 + + 1 
12864 - + 1 
12865 + + 2 
12866 + + 1 
12867 + + 2 
12868 + + 2 
12869 + + 2 
12870 + + 1 
12871 + + ND 
12872 + + 1 
12873 + + 1 
12874 + + 1 
12875 + + 2 
12876 - - ND 
12933 + + 1 
12934 + + 2 
12877 + + 2 
12878 + + 1 
12879 + + 1 
12880 + + 2 
12881 + + 2 
12882 + + 2 
12935 + + 2 
12936 + + 2 
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 Lisa 2 järg 
DNA ID DpF ja BotR DiSapiF ja DiSapiR Paarumistüüp 
12884 + + 2 
12937 + + 2 
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Lisa 3. Gruusia isolaatide PCR analüüsi tulemused Riit (2014) ja Smith & Stanosz (2006) 
praimeritega. 
DNA ID DpF ja BotR DiSapiF ja DiSapiR Paarumistüüp 
12938 + + 1 
12939 + + 2 
12940 + + 1 
12941 + + 2 
12942 + + 1 
12943 + + 2 
12944 + + 2 
12945 + + 2 
12046 + + 1 
12947 + + 1 
12948 + + 2 
12949 + + 1 
12950 + + 2 
12951 + + 1 
12952 + + 1 
12953 + + 2 
12954 + + 2 
12955 - - ND 
12956 + + 2 
12957 + + 2 
12958 + + 2 
12959 + + 1 
12960 + + 2 
12961 + + 2 
12962 + + 2 
12963 + + 2 
12964 + + 2 
12965 + + 2 
12966 + + 2 
12967 + + 2 
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Lisa 3 järg 
DNA ID DpF ja BotR DiSapiF ja DiSapiR Paarumistüüp 
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Lisa 4. Itaalia isolaatide PCR analüüsi tulemused Riit (2014) ja Smith & Stanosz (2006) 
praimeritega. 
DNA ID DpF ja BotR DiSapiF ja 
DiSapiR 
Paarumistüüp 
12968 + + 1 
12969 + + 2 
12970 + + 2 
12971 + + 2 
12972 + + 1 
12973 + + 1 
12974 + + 2 
12975 + + 2 
12976 + + 2 
12977 + + 2 
12978 + + 2 
12979 + + 2 
12980 + + 2 
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